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Резюме. С целью выяснения роли трансформирующего фактора роста β-1 (TGF-β1) в прогрессировании хронического заболевания почек (ХЗП) обследовано 83 ребенка в возрасте 7-17 лет с ХЗП I-V стадий недиабетического и диабетического происхождения.  Определяли уровни TGF-β1 в сыворотке крови и показателей системы протеиназа-ингибитор протеиназ в сыворотке крови и моче. У детей с ХЗП І-ІІІ стадий и сахарным диабетом 1-го типа и диабетической нефропатией в стадии микроальбуминурии установлено достоверное повышение уровня TGF-β1, что способствует накоплению эктрацеллюлярного матрикса и активации фибротических процессов в почках. У пациентов с ХЗН ІV-V стадий наблюдается уменьшение активности TGF-β1, что можно рассматривать неблагоприятным фактором риска прогрессирования сердечно-сосудистых нарушений и формирования в будущем кардиоваскулярных событий на хроническом диализе.
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ROLE OF TRANSFORMING GROWTH FACTOR-BETA 1 IN DIABETIC AND NONDIABETIC CHRONIC KIDNEY DISEASE PROGRESS AT CHILDREN
Makieieva N.І.
Summary. 83 children aged 7-17 years old with nondiabetic and diabetic chronic kidney disease (CKD) I-V stages were examined for finding out of role of transforming growth factor β-1 (TGF-β1) in CKD progress.  The TGF- β 1 level  in serum blood and activity of proteinase-inhibitor of proteinase system in serum blood and urine were investigated. The reliable increase of  TGF-β1 level for children with CKD I-III stages and diabetes mellitus 1th type with diabetic nephropathy in the stage of microalbuminuria was determined. It promotes  in the accumulation of extracellular matrix and activating of fibrotic processes in kidney. TGF-β1 activity in patients with CKD IV-V stages were reduced that can be examined the unfavorable risk factor for cardio-vascular disorders and forming of cardio-vascular events on a chronic dialysis in the future.






















На сьогодні дослідниками зібрано достатньо доказів, що фіброз - це патологічний процес, патологічним виходом якого є дисфункція й недостатність органу. Його біологічним підґрунтям вважається дисбаланс між надмірним накопиченням екстрацелюлярного матриксу (ЕЦМ) та недостатньою його деградацією [1, 2].Саме накопичення ЕЦМ в ниркових тканинах визнано одним з гістологічних патернів формування та прогресування хронічного захворювання нирок (ХЗН) [3].  Експансія ЕЦМ  сполучена з продукцією профібротичних цитокінів, серед яких провідну роль в останні роки надають трансформуючому фактору зросту β-1 (TGF-β1). Цей фактор зросту, продукція якого проходить під впливом ангіотензину II (А ІІ), дослідники вважають потужним фіброгенним фактором, що підсилює синтез і пригнічує руйнування ниркового сполучнотканинного матриксу [4-6]. В експерименті було встановлено, що TGF-β1 безпосередньо стимулює синтез більшості молекул матриксу, в тому числі фібронектину, колагену 3-го й 4-го типів, протеогліканів. Одночасно тканинний фактор зросту блокує деградацію матрикса, гальмуючи синтез протеаз і сприяючи підвищеній продукції їх  інгібіторів. Продукція TGF-β1 вважається також стрижневим  моментом в регуляції A II-індукованої гіпертрофії гладком’язових клітин. Крім того, TGF-β1 модулює експресію інтегринових рецепторів, змінюючи їх співвідношення на клітинній поверхні та сприяючи адгезії клітин до матриксу [7-9].  E цьому ракурсі клінічні дослідження щодо ролі TGF-β1 в патогенезі ХЗН переважно стосуються дорослих пацієнтів, що мають виражене зниження ниркових функцій [10]. У доступній літературі ми не знайшли робіт, що висвітлювали б участь TGF-β1 в патогенезі ХЗН у дітей та його взаємовідносини з іншими факторами, які впливають на деградацію та експансію ЕЦМ. 
Метою дослідження стало визначення  ролі TGF-β1 в прогресуванні ХЗН  у напрямку хронічної ниркової недостатності в дітей та з’ясування його зв’язків з  чинниками, які що впливають на деградацію та експансію екстрацелюлярного матриксу. 
Об’єкт і методи дослідження. Для виконання зазначеної мети було обстежено 83 дитини віком 7-17 років, серед яких у 16 пацієнтів було діагностовано ХЗН І стадії (1-ша група), у 19 – ХЗН ІІ стадії (2-га група), у 12 – ХЗН ІІІ стадії (3-тя група), у 11 – ХЗН IV-V стадій (4-та група) та в 13 хворих на ЦД 1типу з діабетичною нефропатією (ДН) в стадії мікроальбумінурії (МАУ)(5-та група). До групи контролю було включено 12 практично здорових дітей  аналогічного віку, що не мали скарг, клінічних ознак, анамнестичних даних, які б  свідчили про наявність будь-якого хронічного захворювання.
Хронічне захворювання нирок діагностували спираючись на критерії, що рекомендовані NKF – K/DOQI (2002) [11], Hogg R.J. з співав. (2003) [12 ] у відповідності до класифікації хвороб нирок у дітей, прийнятою на ІІ з’їзді нефрологів України (Харків, 2005) [13]. 
Визначення вмісту TGF-β1 в сироватці крові визначали за допомогою стандартного набору, TGF-β1 ELISA (EIA-1864) фірми  DRG International (USA) методом імуноферментного аналізу. Рівень холестерину визначали  ферментативним методом, β-ліпопротеїдів – турбометричним методом з гепарином та СаCl2 набором реагентів «Філіст-Діагностика» (Україна) за наявною інструкцією на додаваних реагентах. Визначення рівня мікроальбумінурії (МАУ)  у добовій сечі проводили шляхом осаду поліетиленгліколя комплексу «антиген-антитіло»  методом кінцевої точки за допомогою стандартного набору виробництва I.S.E.S.r.l. (Італія); у дослідженнях використовували полуавтоматичний аналізатор MINDRAY BA-88 (Китай). Програма обстеження також включала вивчення  в сироватці крові й сечі активності протеїназ і інгібіторів протеїназ різної дії:  загальний стан системи протеїназа-інгібітор протеїназ (загальної протеолітичної активності (АП), трипсин-інгібіторної активності альфа-1-інгібітору протеїназ (ТІА α-1-ІП), активності альфа-2-макроглобулинів (α -2-МГ));  вазоконстрикторних факторів (специфічні ферменти, що беруть участь в АПФ-незалежному утворенні A II) -  нетрипсиноподібних протеїназ (НТПП)    загальна активність, хімаза, тонін; чинників,  що впливають на деградацію та експансію ЕЦМ: апоптогенної дії (активності кальпаїнів; α -2-МГ);  деструктивної дії (еластази (загальної (Ел), ендотеліальної (ЕЕл),  металоеластази - металопротеїнази-12 (МеЕл)) в системі з еластазо-інгібіторною активністю α-1-ІП (ЕІА α-1-ІП)). Активність зазначених протеїназ і їхніх інгібіторів визначали з використанням високочутливих ферментативних методів, розроблених в ДУ «Інститут терапії імені Л.Т.Малої АМН України» (Самохіна Л.М., 1997, 2001, 2002, 2004).
Статистичний аналіз даних проводили за допомогою статистичних пакетів „EXCELL FOR WINDOWS” та „STATISTICA 7.0. FOR WINDOWS”. Для вибірок з  розподілом відмінним від нормального визначали медіану (Me) і  інтерквартильний  розмах (Lq – нижній квартиль; Uq – верхній квартиль). Для порівняння двох виборок - непараметричний U-критерій Манна-Уітні (MW).  Різницю параметрів, що порівнювали за двома точками, вважали статистично значущою  при р < 0,05. При порівнянні показників, які характеризувалися порівнянням більше 2 точок використовували дисперсійний аналіз Краскла-Уолліса (KW), а відмінності вважали вірогідними з врахуванням поправки Бонферроні. При порівнянні декількох груп з загальним контролем поправку Бонферроні обчислювали за формулою    p’=p/m-1 , де m – число груп в експерименті. Оцінку зв’язку між рядами показників визначали за допомогою методів рангової кореляції Спірмана (r). 
Результати та їх обговорення. Після проведеного аналізу статистичних характеристик рівня TGF-β1 (табл. 1) насамперед зазначимо, що критерій Краскла-Уолліса (Н) високо значущий (Н=49,71; р=0,0000). Це дає право стверджувати, що статистичні характеристики  показників TGF-β1 різних груп відрізняються  між собою, а їхній рівень залежить від стадії ХЗН. Під час попарного порівняння (MW) визначено вірогідне підвищення рівня TGF-β1 у сироватці крові  в хворих на ХЗН І-ІІІ стадій та хворих на ЦД 1 типу з ДН, порівняно з контролем. У пацієнтів, що перебувають на хронічному гемодіалізі, зареєстрована експресія TGF-β1 статистично значуще не відрізнялася від відповідної в дітей групи контролю.
                                     Таблиця  1
Статистичні характеристики активності  TGF-β1 у дітей із ХЗН
Група обстежуваних	TGF-β1, пг/мл	рк
	Ме	Lq	Uq	
1-ша група ХЗН І	1118,27	665,26	2248,24	0,000059
2-га група ХЗН ІІ	981,82	709,10	2203,31	0,000004





MW	р1-2=0,7656   р 2-3= 0,4290   р 3-4 = 0,0005
Примітка. рк – рівень статистичної значущості відмінностей при порівнянні з контролем
Враховуючи  наявність переконливих даних, що TGF-β1 в умовах тривалого патологічного процесу в нирках бере участь в процесах гіперпродукції речовини мезангіального матриксу, викликає гіпертрофію мезангіальних клітин і клітин канальців, прискорює апоптоз ниркових клітин [9], можна зробити припущення спираючись на високу активність цього профібротичного цитокіну в обстежуваних, що при ХЗН TGF-β1 приймає активну безпосередню участь   в усіх цих процесах, що  в кінцевому підсумку призводять до розвитку гломерулосклерозу. Відомо, що кількість ЕЦМ в інтерстиції визначається також співвідношенням між продукцією й руйнуванням білків протеазами [14]. Фіброз інтерстицію може бути наслідком зменшення активності протеїназ, можливо, завдяки порушення балансу протеїназа-інгібітор, тому був проведений аналіз зв’язків між рівнями TGF-β1 та складовими системи протеїназа-інгібітор протеїназ. 
Одночасність, односпрямованість та взаємозалежність вищезазначених патологічних ефектів профібротичного цитокіну й дисбалансу протеїназа/інгібітор протеїназ  досить переконливо  проілюстровані наявністю негативного кореляційного зв’язку між рівнем TGF-β1 і загальною активністю протеїназ (АП) (r=-0,603; p=0,0001) та позитивного між цим фактором росту й рівнем α-2-МГ у крові  (r=+0,33; p=0,0014). Одержані кореляційні зв’язки досить виразно ілюструють  активну участь цього цитокіну в провокуванні посиленого створення мезангіального матриксу й колагену, що також сприяє експансії ЕЦМ і призводить до фіброзу інтерстицію [8]. Пригнічення протеолізу (TGF-β1 – АП крові r=-0,603; p=0,0001) попереджає руйнацію матричних протеїнів, створює умови для прогресивного синтезу ЕЦМ. До цього ж підвищений рівень α-2-МГ  (TGF-β1 – альфа-2-МГ крові r=+0,33; p=0,0014) додає свій внесок, гальмуючи апоптогенні механізми (TGF-β1 – кальпаїни сечі r=-0,29; p=0,011) по відношенню до матричних протеїнів [15]. На користь вищезазначеного можна віднести також  негативні кореляційні зв’язки між TGF-β1  і Ел сечі (r=-0,32; p=0,003), МеЕл сечі (r=-0,43; p=0,002). Наявність негативного зв’язку між ЕЕл крові і TGF-β1 доводить участь цього цитокіну в формуванні структурних змін судин, зменшенні еластичності волокон, підвищенні жорсткості. Таким чином, значно вищий порівняно з контролем рівень TGF-β1 в сироватці крові в дітей з ХЗН І-ІІІ стадій та ДН в стадії мікроальбумінурії відображає активну участь цього цитокіну в провокуванні посиленого створення мезангіального матриксу і колагену, що також сприяє експансії ЕЦМ і призводить структурного ремоделювання судин та до фіброзу інтерстицію. 
Високі кореляційні зв’язки одержано також між рівнями TGF-β1 і МАУ (r=+0,714; p=0,006), TGF-β1 і HbA1С (r=+0,671; p=0,012) у дітей із ДН в стадії МАУ, що дозволяє назвати цей фактор росту  показником прогресування діабетичної нефропатії.
Окремо слід зупинитися на так званій псевдонормалізації рівня TGF-1 у сироватці крові діалізних пацієнтів.  Низький рівень профібротичного цитокіну, вочевидь, пов'язаний з виснаженням потенціалу його продукції в умовах поширеного фіброзу. Ураховуючи, що джерелами TGF-β1 можуть бути моноцити/макрофаги, тромбоцити, клітини ендотелію судин і канальців, мезангія, зниження рівня TGF-β1 при термінальній стадії ХНН гіпотетично пов’язано з ушкодженням ендотелію або гепарин-опосередкованою активацією TGF-β 1, яка приводить до редукції TGF-β1  у сироватці крові як наслідок наступного зв’язку між TGF-β1 і TGF-β1- рецептором. Ці дані щодо зниження рівня профібротичного цитокіну при ХЗН ІV-V стадій здобувають інше забарвлення, якщо зауважити на таке. В останні роки результати експериментальних досліджень  доводять, що трансформувальний фактор росту-β1 може відігравати провідну роль у атерогенезі, призупиняючи як  міграцію, так і проліферацію судинних гладком’язових клітин та макрофагів, тим самим захищаючи ендотеліальну функцію. Тому дослідники визнають низький рівень TGF-β1 у сироватці крові  дітей з термінальною стадією ХНН чинником ризику формування атеросклеротичної хвороби [10]. У нашому дослідженні ця теза підтверджується наявністю негативного кореляційного зв’язку (r=-0,39, p=0,014) між рівнями TGF-β1 та ліпопротеїдів низької щільності, які мають високий атерогенний потенціал. 
Висновки

1. У дітей, хворих на ХЗН І-ІІІ стадій та ЦД 1-го типу з діабетичною нефропатією на стадії мікроальбумінурії, наявне вірогідне підвищення рівня TGF-β1 у сироватці крові, що спричиняє накопичення ЕЦМ та активацію фібротичних процесів у нирках. 
2. TGF-β1 і дисбаланс у системі протеїназа-інгібітор протеїназ, що проявляється в пригніченні протеолізу, мають односпрямовану дію щодо експансії ЕЦМ. 
3. Підвищений рівень  протеїназ вазоконстрикторної дії в сироватці крові  хворих на діабетичну нефропатію посилює синтез  TGF-β1 через активацію АІІ, сприяючи прогресуванню склеротичних процесів в нирках. 
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